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PC : Phosphatidylcholine 
LPC : Lysophosphatidylcholine 
PLA2 : Phospholipase A2 
G2A : G protein-coupled receptor 123 
PS : phosphatidyl serine 
Apaf-1 : apoptosis protease activating factor-1 
MTT : 3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium salt 
FITC : fluorescein isothiocyanate 
PI : Propidium Iodide 
DAPI : 4’,6-diamidine-2’-phenylindole dihydrochloride 
FADD : Fas associated death domain 
pNA : p-nitroanilide 
ROS : reaction oxygen species 
H2DCF-DA : 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate 
DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
FBS: fatal bovine serum 
HBSS: Hank’s balanced salts 
HEPES: 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid 
PBS: phosphate buffered saline 
9-HODE : 9-hydroxyoctadecadienoic acid 
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していない患者に対して約 10 倍以上に増加する 1)。さらに、重症の膵炎発症に





Fig. 1. Typical solute composition of hepatic 
and gallbladder biles in normal humans.  
CA: chole acid, 
CDCA: chenodeoxichole acid, 
DCA: deoxychole acid, 
LCA: lithocholic acid, 
UDCA:ursodeoxychole acid  
胆汁中の主要構成成分であるリン脂質の
LPC が生成する過程を Fig. 2 に示す。一種 phosphatidylcholine の sn-2 エステル
結合が、PLA2 によって加水分解されることにより LPC と遊離脂肪酸が生成され
る 10)。そして、LPC は脂質メディエーターとして生体内で様々な生理作用を示
す。その一部の作用として G 蛋白共役型受容体 G2A（G protein-coupled receptor 
123）が関与しているとの報告が多数ある 9,11)。 
G2A は、1998 年に T/B リンパ球の細胞周期を調整する受容体としてクローニ
ングされ 12)、 2001 年に LPC の受容体として報告された 13)が、後に
9-hydroxyoctadecadienoic acid（9-HODE）などの酸化遊離脂肪酸がリガンドとし



































（Fas-associated death domain）を介して、caspase-8 が複合体を形成、多量体化す
ることで、隣接した caspase 同士が互いに切断し合い活性化される 26)。さらに、
ミトコンドリアから cytochrome C が放出され、cytochrome C が Apaf-1（apoptosis 
protease activating factor-1）と procaspase-9 複合体に結合することで活性型
caspase-9 となる。続いてアポトーシス実行因子である caspase-3 が活性化され、























していることや、PC の胆汁分泌が欠如している進行性家族性胆汁鬱滞症 3 型で
は胆管炎を発症することが報告されている 21)。さらに、膵胆管合流異常症では
胆汁中 PC 濃度の低下と LPC 濃度の上昇が認められ、LPC が PC の 2 倍以上の濃
度となることが報告されており 22)、胆汁中 PC 濃度の減少がこれらの病態に関与
している可能性が考えられる。 
本研究では、胆汁中の主要構成成分である PC を基質として PLA2 により生
成される LPC の胆管上皮癌細胞におけるアポトーシス誘導作用および細胞障










Fig. 4. General apoptosis signaling pathway.  
 【本論】 
 







い。本章では、ヒト胆管上皮癌細胞株 HuCCT-1 細胞における、LPC の細胞障害
作用について検討を行った。 
本検討では、MTT assay（Fig. 5）により LPC の細胞毒性を検討した。MTT 
（3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide）とはテトラゾリウム
塩の一種であり、生細胞中のミトコンドリア内脱水素酵素により還元され、不
溶性の暗青色 formazan に変化する。この formazan 生成量を測定することにより、
ミトコンドリア酵素活性（＝細胞の生存率）を求めることが出来る 27, 28)。 
 
MTT Formazan
NADH             NAD+
 
 
Fig. 5. Cleavage of MTT and formation of formazan by active cells. 
MTT: 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
  
 
 第 1 節 MTT assay による LPC の細胞増殖動態の検討 
 
本節では、HuCCT-1 細胞の細胞増殖動態に及ぼす LPC の濃度および時間依存
的な影響について検討した。濃度は 1、10 および 100 µM、時間はそれぞれ 1、5
および 10 時間で測定を行った。その結果として、100 µM LPC の 1 時間曝露群
では細胞障害作用はみられなかったが、5、10 時間曝露することにより、細胞


































Fig. 6. Effects of lysophosphatidylcholine（LPC）on cell proliferation in HuCCT-1 cell. 
HuCCT-1 cells were incubated with DMEM medium containing 1, 10 or 100 µM LPC 
for 1, 5 or 10 hr. Cell viability was determined by MTT assay. Each value represents the 




第 2 節 小括 
 
本章では、HuCCT-1 細胞に対して、LPC による細胞障害作用がみられる 10 時
間曝露までで検討を行った。その結果として、LPC 1、10 µM では 10 時間曝露
しても細胞増殖を抑制しなかった。しかし、LPC 100 µM 曝露群では 1 時間曝露
では増殖抑制を示さなかったが、5 時間以降で有意な細胞増殖の抑制作用を示し
た。よって、HuCCT-1 細胞に対して、LPC 100 µM では遅くとも 5 時間から細
胞障害作用が引き起こされることが示唆された。 
ラット膵臓細胞において LPC は、25 µM で 24 時間曝露することによって細




また、HuCCT-1 細胞における倍加時間は、約 15～20 時間である。図 1 には示
していないが、今回は 24 時間まで検討を行った。24 時間後では細胞数が 2 倍に
なっている可能性が十分に考えられる。しかし、通常の細胞培養液中には細胞
増殖因子である FBS を 10％含有しているが、LPC 曝露中の溶液は FBS を含んで
いない。そのため、FBS 存在下との倍加時間は異なると想定される。実際に、
LPC 100 µM を 24 時間曝露すると生細胞の割合が増加していた。これは、









第 1章では、LPC 100 µM曝露は、HuCCT-1細胞に対して細胞障害作用を示し、








第 1 節 フローサイトメトリーによるアポトーシス細胞の検出 
 
本検討では、FITC（fluorescein isothiocyanate）標識 Annexin V とヨウ化プロピ








膜の非対称性が変化する。Annexin V は、Ca2+存在下で細胞表層に露出した PS
に対して強い親和性を示す。一方、アポトーシス後期では、膜が構造的に劣化
するため、DNA 親和性である PI が細胞内に入り込み、DNA と結合する 30-32)。 
よって、FITC 標識 Annexin V と PI の二重染色を用いた場合、アポトーシス初
期では Annexin V と PS の結合は観察されるが、細胞膜構造は維持されているた
め PI と DNA は結合しない（Fig. 7b）。アポトーシス後期やネクローシスの場合、

































































    Fig. 7. Detection of apoptosis utilizing Annexin V and PI. 






果、HuCCT-1 細胞において LPC 100 µM、5 時間曝露群ではコントロールと比較
してアポトーシス細胞の割合が上昇した（Fig. 8）。 
このサイトグラムを、LPC 曝露群のアポトーシス細胞の割合をコントロール
のアポトーシス細胞割合で除してグラフ化したものを Fig. 9 に示す。その結果、












（b）LPC 100 µM、5 hr（a）Control、5 hr
Fig. 8. Apoptotic and necrotic death of HuCCT-1 were distinguished using FITC 
labeled annexin V and propidium iodide (PI) stain. HuCCT-1 cell were treated as 
indicated above each panel and then analyzed by flow cytometry. The lower left 
quadrants of each panel show the viable cells, which exclude PI and are negative for 
annexin V binding (Annexin V-: PI-). The lower right quadrants represent the early 
apoptotic cell, positive for annxin V binding and negative for PI uptake (Annexin V+: 
PI-). The upper right quadrants represent the later apoptotic cell and necrotic cells, 
































Fig. 9. Time course of apoptosis induction on HuCCT-1 cell by LPC. Flow cytometric 
analysis of annexin V-FITC/PI double stained cells that were incubated with 100 µM 
LPC for 1, 5 or 10 hr. Each value represents the mean ± S.E. (n=6) *p<0.05 vs. 
control. 
第 2 節 LPC 誘導性アポトーシス細胞における核の形態学的変化 
 





（アデニン・チミン対）と特異的に結合する 33, 34)。 
その結果は、コントロール細胞の核と比較して、LPC 100 µM、5 時間曝露群
では核の断片化が観察された。よって、フローサイトメトリーの結果と同様に、









Fig. 10. Chemical structural formula of DAPI. 
DAPI: 4’,6-diamidine-2’-phenylindole dihydrochloride 
 
 








Fig. 11. LPC induced apoptosis in HuCCT-1 cells. Detection of apoptosis by DAPI 
staining. Nuclear morphology was observed by fluorescence microscope. HuCCT-1 
were incubated without (a) or with 100 µM LPC (b). 
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第 3 節 小括  
 
本章では、HuCCT-1 細胞に対する LPC の細胞障害作用が、アポトーシスに起
因するものであるか検討した。その結果、フローサイトメトリーによるアポト
ーシス細胞の検出において、LPC 100 µM 5、10 時間曝露群で有意なアポトーシ
ス細胞数の上昇を認めた。また、DAPI 染色においては、アポトーシスに特徴的





ス誘導作用のみを検討するため、ネクローシスの影響が少ない LPC 100 µM、5
時間曝露群をアポトーシス細胞として扱うことが適切であると考えた。 
 
第 3 章 
LPC による細胞障害に対する phosphatidylcholine（PC）の影響 
 
 




ーターである Abcb4（ATP binding cassette protein B4）をノックアウトしたマウス
では、進行性の非化膿性破壊性胆管炎を発症する 35)。また、原発性胆汁性肝硬
変（PBC）では PC の細胞内減少および胆汁中への排出量の低下が病態を形成し
ていることが想定されており 36)、PBC 治療において ursodeoxycholic acid（UDCA）
投与後のセカンドラインとして使用されるフィブラート系薬剤は、胆汁中への
PC の排出増加がその作用機序であると考えられている。 
PC は通常、胆汁中リン脂質の約 96%を占めるのに対し、LPC は 2%程度を占
めるにすぎない。しかし、膵胆管合流異常症の胆汁中ではこの組成が変化し、
LPC が PC の 2 倍以上の濃度となることが報告されている 22)。 
そこで本章では、LPC の細胞障害作用に対する PC の影響についての検討を行
った。 
第 1 節 LPC による細胞障害に対する PC の影響 
 
 本節では、LPC 100 µM と PC 100、200、400、800 µM を併用して 5 時間曝露
し、LPC により誘導される細胞障害性に対する PC の影響を MTT assay およびフ
ローサイトメトリーで検討した。Fig. 12 に MTT assay の結果を示す。HuCCT-1
細胞の生存率は LPC 単独添加によって低下したが、PC 200、400、800 µM の併


















Fig. 12. Effect of PC on LPC-induced cell damage in HuCCT-1 cells. Each value 
represents the mean ± S.E. (n=6) §§P<0.01 vs. control. ** P<0.01 vs. LPC only. 
 
次に、PC による LPC 誘導性アポトーシス抑制作用についてフローサイトメト
リーによる検討を行い、生細胞、アポトーシス細胞、ネクローシス細胞を区別
した。LPC 100 µM と PC 400 µM を併用することにより、LPC によるアポトー
シス誘導が抑制された（Fig. 13c）。PC 併用群の生細胞、アポトーシス細胞、ネ
クローシス細胞の割合はコントロールと同程度となった（Fig. 13d）。












































Fig. 13. Apoptotic and necrotic cells were distinguished using FITC labeled Annexin V 
and PI stain. HuCCT-1 cells were treated as indicated above each panel and then 
analyzed by flow cytometry. (a)(b)(c) dot plots. The lower left quadrants of each panel 
show viable cells, negative for PI uptake and Annexin V binding (Annexin V-: PI-). The 
lower right quadrants represent early apoptotic cells, positive for Annexin V binding 
and negative for PI uptake (Annexin V+: PI-). The upper right quadrants represent later 
apoptotic cells and necrotic cells, positive for Annexin V binding and PI uptake 
(Annexin V+: PI+). (d) percentage of apoptosis/necrosis. Each value represents the 
mean ± S.E. (n=6) **P<0.01 vs. each group of control. §§P<0.01 vs. each group of 



















Control LPC 100 µM LPC 100 µM














Annexin V-FITC Annexin V-FITC 
(b) LPC 100 µM 
(c) LPC 100 µM  
+ 9-HODE 100 µM 
第 2 節 小括 
 
本章では LPC のアポトーシス誘導作用に及ぼす PC の影響について検討した。
LPC 100 µMと PC 100µMの併用ではLPCによる細胞障害は抑制されなかったが、
PC 200、400、800 µM の併用により PC の濃度依存的な細胞保護作用が認められ
た。 
次に、MTT assay を用いた検討において細胞保護作用が十分に認められた PC 
400 µM を LPC 100 µM と併用し、フローサイトメトリーによる検討を行った。
その結果、アポトーシス、ネクローシス、生細胞の割合は PC 400 µM の併用に
よりそれぞれコントロールと同程度となり、PC による細胞保護作用が示された。 
 本章の結果より、PC が LPC に対して過剰に存在する生理的条件下では、PC
により LPC 誘導性の細胞障害が抑制されていることが考えられた。通常の胆汁
中リン脂質は約 96%が PC、約 2%が LPC であるため、今回の実験条件は通常の
胆汁と比較して LPC に対する PC の割合が低い。本検討で用いた HuCCT-1 細胞
は癌細胞であり、正常細胞と比較して増殖能が高いため、通常の胆汁組成に対
する PC の割合が低い条件で LPC に対する保護作用が認められた可能性がある。 
一方、HuCCT-1 細胞において LPC100µ M と PC 100µM の併用では保護作用が
みられなかった。膵胆管合流異常症では胆汁中 LPC 濃度の増加と PC 濃度の減








第 1 章および第 2 章で、HuCCT-1 細胞において、LPC によりアポトーシスが
誘導され、細胞障害作用が生じることが明らかとなった。本章では、LPC 誘導
性アポトーシスにおけるシグナル伝達経路について検討を行う。 
本章で検討を行ったシグナル経路を Fig. 14 に示す。主にアポトーシスシグナ
ル伝達経路は、細胞外からのストレスやデスレセプターにシグナルが伝わるこ
とで進行する。代表的なデスレセプターとして、Fas レセプターが知られている。
Fas 系によってアポトーシスを起こす細胞は、下流の情報伝達経路により 2 種類
（TypeⅠ、TypeⅡ）に分類される。TypeⅠはミトコンドリア非依存的に細胞死
を誘導するのに対し、TypeⅡはミトコンドリア依存的に細胞死を誘導する 32, 37)。 
デスレセプターが刺激されると、Fas 関連分子から刺激を受けた procaspase-8
が活性化され、活性型 caspase-8 となる。活性化された caspase-8 は procaspase-3
から caspase-3 へと活性化させる一方、ミトコンドリアの活性化を促進する分子
である Bid をプロセシングして活性型の tBid とする。tBid によりミトコンドリ
アからの遊離を促進されたシトクロム C は、caspase-9 および Apaf-1 と複合体を
形成する。Capase-9 は複合体を形成することにより、アポトーシス実行因子で






Fig. 14. Apoptosis signaling pathway. 





いる 38)。いずれの caspase も、その活性中心にシステイン残基を持ち、正常の細
胞では前駆体として存在している。Caspase が基質を認識するには、基質の切断
部位の N 末端の 4 つのアミノ酸が必須である。さらに、基質の切断部位には、
N末端にアスパラギン酸を必要とし、アスパラギン酸のC末端側を切断する 24, 39)。 
 本検討では、上記の性質を利用して caspase-3、8 および 9 の活性を測定した。
Caspase によって認識される 4 アミノ酸の配列の C 末端側に pNA
（p-nitroaminilide）を結合させ、この合成基質から遊離される pNA 量を測定す
る（Fig. 15）。pNA にのみ吸収される波長（400-405 nm）で吸光度を測定するこ
とで、caspase の活性を測定することが出来る 24)。 
発色基質として caspase-3 に特異的配列を持つ DEVD-pNA、caspase-8 に特異的




NO2 NO2Peptidyl Peptide   +
Peptidyl-pNA pNA  
 
Fig. 15. Cleavage of peptidyl-pNA and formation of pNA（p-nitroaminilide）. 
LPC による caspase 活性化作用 
 
 第 2 章までに、LPC 100 µM は遅くとも 5 時間でアポトーシスを惹起すること
が判明した。10 時間曝露群では後期アポトーシスおよびネクローシスも同時に
進行していた。そのため、アポトーシスのみを検討する目的で曝露時間を 5 時
間に設定し、LPC 誘導性のアポトーシスシグナル伝達経路に caspase が関与して
いるか否か検討した。 
その結果、HuCCT-1 細胞における LPC 100 µM 曝露によりアポトーシス実行
因子である caspase-3 は 1.6 倍（Fig. 16）、デスレセプター依存性である caspase-8
は 1.8 倍（Fig. 17）、ミトコンドリア依存性 caspase-9 は 1.7 倍（Fig. 18）まで活
性が上昇した。一方、低濃度 LPC（10、50 µM）を 5 時間曝露させた群では caspase-3、
8 および 9 で共に有意な活性の上昇はみられなかった。よって、HuCCT-1 細胞に
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Fig. 16. Caspase-3 activity in LPC induced apoptosis cells. HuCCT-1 cells were 
incubated with LPC 10, 50 or 100 µM for 5 hr. Each value represents the mean ± 





























10 µM 50 µM
























Fig. 17. Caspase-8 activity in LPC induced apoptosis cells. HuCCT-1 cells were 
incubated with LPC 10, 50 or 100 µM for 5 hr. Each value represents the mean ± 
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Fig. 18. Caspase-9 activity in LPC induced apoptosis cells. HuCCT-1 cells were 
incubated with LPC 10, 50 or 100 µM for 5 hr. Each value represents the mean ± 
S.E. (n=6) * p<0.05 vs. control.  
第 2 節 アポトーシスシグナル伝達分子 Fas の活性評価 
 
LPC によるアポトーシスに caspase-3、8、9 が関与していることが第 1 節で明
らかとなったので、本節では real-time PCR 法を用い、アポトーシスシグナル伝
達経路に関与するデスレセプターの 1 種である Fas レセプターの mRNA 発現に
ついて検討した。 
その結果は、コントロールと比較して LPC 100 µM、1 および 5 時間曝露群で
共に約 7 倍まで mRNA 発現が上昇した（Fig. 19）。データには示していないが、

































Fig. 19. Fas receptor expression in LPC induced apoptosis cell by real-time PCR. 
HuCCT-1 cells were incubated with LPC 100 µM for 5 hr. Each value represents the 





第 3 節 アポトーシスシグナル伝達分子 Bax の活性評価 
 
Bax はミトコンドリア膜に発現し、cytochrome C の放出を促進してアポトーシ
スを促進する分子である。本節では real-time PCR 法を用い、ミトコンドリア依
存性アポトーシスシグナル伝達経路に関与する Bax の mRNA 発現について検討
した。その結果、LPC 100 µM、5 時間曝露群でコントロールと比較して約 3 倍




Fig. 20. RT-PCR analysis of Bax mRNA in HuCCT-1 cells. Each value represents the 
mean ± S.E. (n=6) *P<0.05 vs. control. 
 
 
第 4 節 小括 
 
本章では、HuCCT-1 細胞に対する、LPC 誘導性アポトーシスシグナル伝達経
路について検討を行った。LPC は、ラット海馬細胞において caspase-3 および 8 9)、
ラット膵細胞やヒト臍帯静脈内細胞においては caspase-3 2, 40)を介してアポトー
シスを誘導することが報告されている。 
その結果、HuCCT-1 細胞において LPC 100 µM、5 時間曝露により、アポトー
シス実行因子である caspase-3、デスレセプター依存性である caspase-8、ミトコ
ンドリア依存性である caspase-9 の活性が上昇した。また、LPC 100 µM、1 時間
および 5 時間曝露群において Fas レセプターの mRNA 発現が約 7 倍まで誘導さ
れた。 
よって、HuCCT-1 細胞における LPC 誘導性アポトーシス経路は、Fas レセプ
ターの発現が上昇することにより、デスレセプター依存性 caspase-8 が活性化さ
れ、同時にミトコンドリア依存性 caspase-9 の活性化、アポトーシス実行因子で
ある caspase-3 の活性化が起こり、アポトーシスが誘導されることが示唆された。 




C の放出を促進する分子である。Bax により cytochrome C の放出がおこり、下流
の caspase-9 および caspase-3 が活性化されるとアポトーシスが実行される。今回
の結果から、LPC によりミトコンドリア依存性のアポトーシスシグナル伝達経
路が活性化され、HuCCT-1 細胞にアポトーシスが誘導されることが示された。 
今回の結果から、HuCCT-1 細胞における LPC 誘導性アポトーシスシグナル伝
達経路は Fas 受容体を介したデスレセプター依存性経路だけでなく、ミトコンド
リア依存性経路を活性化させることが想定された。 
第 5 章 
LPC 誘導性アポトーシスと G 蛋白共役型受容体 G2A（G 
protein-coupled receptor 123）の検討 
 
 
 G 蛋白共役型受容体 G2A は、当初 LPC の受容体であるとの報告があった 13)
が、後に酸化遊離脂肪酸の受容体として機能することも報告された 14-17)。しか






G2A は、Gs、 Gi、 Gq、G13 タンパク質と結合していることが報告されてお
り 17,41)、G13タンパクを介した低分子 G タンパク質 RhoA の活性化、Gq タンパ
ク質を介したイノシトールリン酸（IPs） 産生促進、細胞内カルシウムイオンの
動員など、現在までに様々な機能を有することが報告されている 13,42,43)。また、
細胞外 pH に感受性を持ち、pH 低下により G2A 活性が低下するという報告もあ
る 18,42,44,45)。 
一方、G2A はリガンド非依存的な性質を有することも明らかとなっている 42)。
そのため、G2A はいくつかの G タンパク質と共役しているが、これらの G タン
パク質の活性化は必ずしも LPC 刺激を必要としない。しかし、LPC を刺激した
ときは、G タンパク質発現を上昇させる 8)。 
そのため、本検討では、LPC が G2A 受容体の発現を上昇させることで、G2A
受容体との親和性を高め、G2A に依存したシグナル伝達が誘導されると仮定し、
検討を行った。 
第 1 節 LPC による G2A 発現誘導 
 
本節では、HuCCT-1 細胞における G2A 受容体発現の有無および G2A 発現が
LPC 曝露によって影響を受けるか否か検討した。結果は、LPC 100 µM、1 およ
び 5 時間曝露にてコントロールと比較して約 5 倍まで G2A mRNA 発現量が上昇
した。これは、一般的に G2A 受容体高発現臓器として報告されている脾臓、リ
ンパ腫細胞株と同程度であった（Fig. 21）。よって、HuCCT-1 細胞において LPC
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Fig. 21. G2A receptor expression in LPC induced apoptosis cell by real-time PCR. 
HuCCT-1 cells were incubated with LPC 100 µM for 5 hr. Each value represents the 
mean ± S.E. (n=6) * p<0.05 vs. control.  Raji: Human Burkitt's lymphoma cell line 
 
 
さらに、低濃度 LPC（1、10、50 µM）での G2A 受容体の発現について検討を
行った。LPC 1 µM では G2A mRNA の発現上昇は見られなかったが、LPC 10、
50 µM では LPC 100 µM 曝露と同程度まで発現上昇が認められた（Fig. 22）。G2A 
タンパク質においてもコントロールと比較して LPC 10、50 および 100 µM 曝露
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Fig. 22. G2A receptor expression in LPC induced apoptosis cell by Real-time PCR. 
HuCCT-1 cells were incubated with LPC 100 µM for 5 hr. Each value represents the 
mean ± S.E. (n=3) * p<0.05 vs. vehicle.  
 
LPC




Fig. 23. LPC induced G2A receptor aggregation. HuCCT-1 cells were treated with LPC 
10, 50 or 100 µM for 5 hr. HuCCT-1 cell lysates were prepared and used for Western 
blot analysis. 
第 2 節 小括  
 
本章では HuCCT-1 細胞において、LPC による G2A mRNA の発現誘導につい
て検討した。その結果、LPC 100 µM、1 および 5 時間曝露にてコントロールと
比較して約 5 倍まで G2A mRNA 発現量が上昇した。さらに、低濃度 LPC（1、
10、50 µM）での G2A 受容体の発現について検討を行った。LPC 1 µM では G2A 
受容体 mRNA 発現上昇は見られなかったが、LPC 10、50 µM では LPC 100 µM
曝露と同程度まで発現上昇が認められた。G2A 受容体タンパク質においても
LPC 10、50、100 µM 曝露にて発現量が増加していた。よって、HuCCT-1 細胞に
おいて LPC により G2A 受容体の発現が誘導されることが明らかとなった。 
G2A は種々の細胞においてアポトーシスに関与することは報告 9,11)。されてお
り、本検討で HuCCT-1 細胞においても、LPC 曝露により発現が誘導されること
が明らかとなった。G2A 受容体が LPC の特異的な受容体として作用するかは明
らかではないが、HuCCT-1 細胞における LPC 誘導性アポトーシスシグナル伝達
経路に、G2A 受容体が関与している可能性が示唆された。 













されているが、HuCCT-1 細胞における作用は報告されていない。第 5 章におい
て、LPC 100 µM、5 時間曝露で G2A の mRNA およびタンパクレベルでの発現







胆汁中で通常よりも高濃度の LPC および 9-HODE が共存していることが想定さ
れる。 
本章では、9-HODE の細胞障害作用および 9-HODE が LPC 誘導性アポトーシ
スに及ぼす影響について検討を行った。
第 1 節 9-HODE の細胞障害性の検討 
 




















Fig. 24. Effects of various fatty acids on cell proliferation in HuCCT-1 cells. Each value 






































第 2 節 LPC による細胞障害性に対する 9-HODE の影響 
 
 第 1 節では 9-HODE および各種遊離脂肪酸の単独の影響について検討を行っ
た。これらの脂肪酸は膵胆管合流異常症や肝内結石症の胆汁中において高濃度
で LPC と共存することが考えられる。そこで本節では、LPC と 9-HODE 又は各
種遊離脂肪酸を共存させ、その細胞障害性を LPC 単独添加時の細胞障害性と比
較した。その結果を Fig. 25 に示す。LPC との共存下、いずれの遊離脂肪酸も細
胞障害性を示さず、むしろリノール酸とアラキドン酸は低濃度でわずかに細胞















Fig. 25. Effects of various fatty acids on LPC-induced cell damage in HuCCT-1 cells. 










































第 3 節 フローサイトメトリーによるアポトーシス細胞の検出 
 
本節では、フローサイトメーターを用いて、LPC と 9-HODE の併用による細
胞死の増加がアポトーシスの増加に起因するものであるか否かについて検討し
た。LPC 100 µM の 5 時間曝露によりアポトーシス細胞は有意に増加した（Fig. 




に示す。LPC 単独曝露、9-HODE と LPC の併用の両群において、コントロール
群に対するネクローシスを生じた細胞の割合の増加と生細胞の割合の減少が観
測された。ネクローシスを生じた細胞の割合はLPCのみの曝露とLPCと9-HODE
の併用群の間で同程度であったが、アポトーシス細胞割合は LPC と 9-HODE の

























Fig. 26. Apoptotic and necrotic cells were distinguished using FITC labeled Annexin V 
and PI stain. HuCCT-1 cells were treated as indicated above each panel and then 
analyzed by flow cytometry. (a)(b)(c) dot plots. The lower left quadrants of each panel 
show viable cells, negative for PI uptake and Annexin V binding (Annexin V-: PI-). The 
lower right quadrants represent early apoptotic cells, positive for Annexin V binding 
and negative for PI uptake (Annexin V+: PI-). The upper right quadrants represent later 
apoptotic cells and necrotic cells, positive for Annexin V binding and PI uptake 
(Annexin V+: PI+). (d) percentage of apoptosis/necrosis. Each value represents the 
mean ± S.E. (n=6) **P<0.01 vs. each group of control. §§P<0.01 vs. each group of 
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第 4 節 小括 
 




は HuCCT-1 細胞に対して単独で細胞障害性を示し、LPC との併用において細胞
障害性を増強した。フローサイトメトリーの結果から、9-HODE は LPC 単独曝
露群と比較してアポトーシス細胞を増加させることが示された。 
 9-HODE が LPC との共存下でどのような経路を介してアポトーシスを増強す
るのかは明らかではない。しかし、9-HODE が G2A のリガンドとして作用する
ことが報告されている 15)ことや、当研究室での実験で LPC により HuCCT-1 細胞
において G2A が誘導された 18)ことから、LPC と 9-HODE の共存によるアポトー
シス誘導の増加に G2A が関与している可能性が考えられる。これらのことから、
HuCCT-1 細胞において LPC により up-regulate された G2A に 9-HODE がリガン
ドとして作用することでアポトーシスの増加がみられたことが推測される。し



















ろ、LPC 1、10 µMの濃度では、10 時間曝露しても細胞増殖に対して影響を示さ

































LPC による HuCCT-1 細胞に対するアポトーシス誘導について検討した。その





レセプターの一種である Fas 受容体とデスレセプター依存性である caspase-8 の
活性化もみられたことから、HuCCT-1 細胞における LPC 誘導性アポトーシスシ
グナル伝達経路ではデスレセプター依存性経路が活性化されることが考えられ
る。したがって、HuCCT-1 細胞における LPC 誘導性アポトーシスシグナル伝達
経路はデスレセプター依存性経路とミトコンドリア依存性経路の両方を介する
ことが想定される。 
次に、G2A 受容体の発現について検討した。G2A 受容体は、当初 LPC の受容
体であるとの報告があった 13)が、後に酸化遊離脂肪酸の受容体として機能する
ことが報告された。しかし、G2A は種々の細胞において LPC 誘導性アポトーシ
スに関与することは報告 9,11)されており、何らかの機序で LPC 誘導性アポトー
シスに G2A 受容体が関与していることが考えられる。本研究でも、HuCCT-1 細
胞に対して、LPC 100 µM 曝露することにより G2A 受容体 mRNA およびタンパ
ク発現が上昇した。よって、G2A 受容体が LPC の特異的な受容体として作用す




子の mRNA を誘導したという報告がある 20)。本検討においても、LPC は 100 µM 
で caspase-3、8 および 9 を活性化させ、アポトーシスを惹起させた。一方、低濃
度 LPC（10、50 µM）では、caspase-3、8 および 9 は活性化させず、アポトーシ
スも誘導されなかったが、アポトーシスシグナル関連分子である G2A 受容体の
mRNA は低濃度でも発現が誘導された。よって、LPC は高濃度では LPC 自身が
アポトーシスを誘導し、低濃度では mRNA レベルでアポトーシスシグナルを促
進させる分子として作用するのではないかと考えられた。 
PLA2の作用により LPC と同時に遊離脂肪酸が生じる。その遊離脂肪酸の 30%
以上を占めるリノール酸は、酸化を受けることで 9-HODE を生成する。9-HODE
は G2A のリガンドとして活性を示す 15)ことや、LPC が種々の細胞において G2A
を介した細胞応答を起こす 9, 11)ことが報告されている。当研究室での検討におい










次に、HuCCT-1 細胞に対する 9-HODE の影響について、PLA2 の作用により
LPC と同時に生じる脂肪酸であるリノール酸、オレイン酸、リノレン酸、アラ
キドン酸の同条件における影響と比較した。遊離脂肪酸単独の MTT assay の結
果、9-HODE 100 µM で有意な細胞障害性が認められたが、その他の脂肪酸につ
いてはいずれの濃度においても有意な影響は認められなかった。これらの遊離
脂肪酸と LPC 100 µM を併用すると、9-HODE 100 µM 併用群のみで細胞障害作
用の増強がみられた。さらに、フローサイトメトリーによりアポトーシスとネ
クローシスを区別して検討した結果、9-HODE は LPC によるアポトーシス誘導
を増強することが示された。9-HODE の LPC 誘導性アポトーシス増強機序につ
いてはさらなる検討が必要であるが、9-HODE は G2A のリガンドとして作用す
ると報告されている 15)ことや、当研究室での過去の研究において LPC による
G2A の発現増加が認められていることから、9-HODE が LPC により発現が増加
した G2A を介してアポトーシスを誘導する可能性が考えられる。 
さらに、LPC のアポトーシス誘導作用に及ぼす PC の影響について検討を行っ
た。LPC 100 µM と PC 100 µM の併用では LPC による細胞障害は抑制されなか
ったが、PC 200、400、800 µM の併用により PC の濃度依存的な細胞保護作用が
認められた。フローサイトメトリーによる検討において、アポトーシス、ネク
ローシス、生細胞の割合は PC 400 µM の併用によりそれぞれコントロールと同
程度となった。PCは通常の胆汁においてLPCよりもはるかに多く存在している。
しかし、膵胆管合流異常症では胆汁中 LPC 濃度の増加と PC 濃度の減少が起こ




離脂肪酸である 9-HODE は LPC と共存することにより、LPC による細胞障害を
増強させることが示唆された。以上の結果から、膵胆管合流異常症などの病態
下において、胆汁中 PC 由来 LPC や酸化遊離脂肪酸である 9-HODE が胆管上皮
細胞障害を来すことが示唆された。 









































Lysophosphatidylcholine （ LPC ）                      
SIGMA-ALDRICH 
Phosphatidylcholine（PC）              SIGMA-ALDRICH 




 LPC と PC は溶解補助液としてエタノールを用いて 50 mM の溶液を調製し
た。-30℃の冷凍庫で保存し、用時溶解して用いた。上記の溶媒を phenol red-free 






Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium （ DMEM ）         
SIGMA-ALDRICH 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium（phenol red-free DMEM）       GIBCO® 
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (-)（PBS(-)）        日水製薬株式会社 
Fetal Bovine Serum（FBS）       SIGMA-ALDRICH 
Penicillin-Streptomycin solution      GIBCO® 
（penicillin 10,000 IU/mL、streptomycin 10 mg/mL） 




10 cm2 dish          IWAKI 
15 mL Centrifuge Tube         
nuncTM 
50 mL Centrifuge Tube        IWAKI 
CO2 incubator    THERMO ELECTRON CORPORATION 
卓上多本架遠心機（LC-220）                                   TOMY 
ヘモサイトメーター                    ヱルマ販売 




HuCCT-1 細胞は 10 cm2 dish に FBS 10%、streptomycin 1%、penicillin 1%が
含まれた DMEM を用いて培養した。継代は 3-4 日おきに細胞密度を 1/5 に
希釈して行った。実験には、HuCCT-1 細胞を 96 well plate、6 well plate、あ
るいは 10 cm2 dish に添加し、70-80% confluent な状態で用いた。 
 
 継代方法 
HuCCT-1 細胞を 5 mL の PBS(-)で 2 度洗浄後、0.25% Tripsin-EDTA 1.5 mL
を添加し、37℃、5% CO2で 7 分保温することにより細胞を剥離させた。培




① HuCCT-1 の増殖能の検討：MTT assay（第 1、3、6 章） 
 使用機器 
 マイクロプレートリーダー（model 680）              BIO-RAD 
Multi Dish 96 wells              nuncTM 
 
 使用薬剤およびキット 




HuCCT-1 細胞（1×105 cells/mL）を 96 well plate に播種し、6-24 時間培養し
た。培養液を除去した後、各濃度の試薬を添加した。各時間曝露後に試薬溶
液を除去し、MTT 溶液 100 µL を添加した。2 時間インキュベートした後、
吸光度を測定した 51）。（測定波長 450 nm） 
 
 ② アポトーシス細胞の検出：フローサイトメトリー（第 2、3、6 章） 
 使用機器 
フローサイトメーター（FACS Calibur）     BD バイオサイエ
ンンス 
FlowJo（フローサイトメーター解析）   トミーデジタルバイオ
ロジー 
5 mL Polystyrene Round-Bottom Tube with Cell-Strainer Cap    BD 
FalconTM 
Multi Dish 6 wells                                           
nuncTM 
 使用薬剤及びキット 




HuCCT-1 細胞（1×105 cells/mL）を 6 well plate に播種し、2 mL の培地で
48-72 時間培養した。培養液を除去した後、試薬を添加し、アポトーシスを
誘導した。5 時間曝露した後に tripsin 処理した細胞を、15 mL Centrifuge Tube
に回収し PBS(-)で 1 回洗浄した。binding buffer 85 µL を懸濁した細胞液に 
Annexin V と PI を添加し、暗中、室温で 15 分間染色した。染色後、さらに
binding buffer 400 µL を加え、5 mL Polystyrene Round-Bottom Tube with 
Cell-Strainer Cap に移し、フローサイトメーターにより測定した 52, 53）。 
 
③ アポトーシス細胞の蛍光染色：DAPI staining（第 2 章） 
 使用機器 
共焦点レーザースキャン顕微鏡（LSM5Pascal）               Zeiss.  
スライドグラス                共和医理機株式会社 
MICRO COVER GLASS                               MATSUNAMI 
遠心分離機          THERMO ELECTRON CORPORATION 
 
 使用薬剤 
DAPI（4’,6-Diamidine-2’-phenylindole dihydrochloride）           Roche   
10%-Formaldehyde Neutral Buffer                ナカライテスク            
他の試薬は市販特級品を使用した。 
    
 方法 
  Penicillin-Streptomycin solution を含まないメディウムで 2 回以上継代した
HuCCT-1 細胞（1×105 cells/mL）を 6 well plate に播種し、48-72 時間培養し
た。培養液をアスピレートした後、LPC 100 µM 2mL を 5 時間曝露し、セ
ルスクレイパーで細胞を剥がし回収した。PBS(-) で 2 回洗浄した後、細胞
固定液（10%-Formaldehyde Neutral Buffer）100 µL で懸濁し室温で 30 分間





④ Caspase 活性の測定（第 4 章） 
 使用機器 
     マイクロプレートリーダー（model 680）            BIO-RAD  
 
 使用薬剤及びキット 
Dc Protein assay Reagent A                                  BIO-RAD 
Dc Protein assay Reagent B                                  BIO-RAD 
APOCYTO Caspase-3 Colorimetric Assay kit 100 tests                MBL 
APOCYTO Caspase-8 Colorimetric Assay kit 100 tests                MBL 




HuCCT1 細胞（5×106 cells/10 cm2 dish）を 10 cm
2 dish に播種し、3-4 日間
培養後、培養液をアスピレートし、LPC 100 µM を 5 時間曝露した。LPC に
よりアポトーシスを誘導させた細胞を 1.5mL µ-tube に回収し、Cell Lysis 
Buffer で懸濁した。懸濁した細胞液を遠心し、上清を細胞抽出液とした。細
胞抽出液に、10mM ジチオスレイトール(DTT)を含む 2×reaction buffer を添
加した。その後、基質（caspase-3: DEVD-pNA、caspase-8: IETD-pNA、caspase-9:  
IETD-pNA、終濃度 200 mM）を添加し、2 時間培養した後、吸光度を測定
し、遊離した pNA 量を求めた（測定波長 405nm）。pNA 量を、Lowry 法 51）
にてタンパク定量した各タンパク質濃度で除し、caspase 活性とした。 
 
⑤ アポトーシスシグナル経路関連分子 mRNA の測定（第 4、5 章） 
 使用機器 
紫外可視吸分光光度計（DV640 Bio Spectrophostometer） 
BECKMAN 
COULTER 
   PCR Thermal Cycler Dice                                     
Takara 
   Light Cycler® Capillaries （ 20 µL ）                 
Roche 
      Real-time PCR system Light Cycler1.5 （ ST300 ）              
Roche 
    
 使用薬剤およびキット 
RNeasy® Plus Mini Kit (50)                                 
QIAGEN 
 ReverTra Ace® qPCR RT Kit                    
TOYOBO 
LightCycler® FastStart DNA MASTER PLUS GREEN Ⅰ          
Roche 
 方法 
HuCCT-1 細胞（5×106 cells/10 cm2 dish）を 10 cm2 dish に播種し、3-4 日
間培養した。培養液を除去し、LPC 100 µM を 5 時間曝露した。LPC によ
りアポトーシスを誘導させた細胞を 1.5 mL マイクロ tube に回収し、
PBS(-) で洗浄した。RNeasy® Plus Mini Kit を用い、mRNA を抽出した。
上記で抽出した mRNA を ReverTra Ace® qPCR RT Kit を用いて cDNA に逆
転写した。cDNA は LightCycler® FastStart DNA MASTER PLUS GREENⅠ
を用いて増幅させ、real-time PCR にて測定した 54-56）。 
 
⑦ ウェスタンブロット法（第 5 章） 
 使用機器 
Block heater                                        AS ONE 
泳動槽 Mini PROTEAN® 3 Cell                              BIO-RAD 
ライフサイエンス                          
 
 使用薬剤 
RIPA buffer          
Protease inhibiter completeMini                                  Roche 
GPR132 polyclonal Antibody（G2A 抗体）                 Proteintech 
goat anti rabbit IgG HRP（SC-2004）                           Santa cruz 
ミニプロテインゲル TGX ゲル                        BIO-RAD 
Immuno-BlotTM PVDF Membrane for Protein Blotting（0.2 µm）    BIO-RAD 
Transfer buffer 
Blocking buffer（0.3% skim milk – 0.1% TBS-T） 
   
 方法 
HuCCT1 細胞（5×106 cells/10 cm2 dish）を 10 cm
2 dish に播種し、3-4 日
間培養した。培養液をアスピレートし、LPC 100 µM を 5 時間曝露した。
LPC によりアポトーシスを誘導させた細胞を 1.5 mL µ-tube に回収し、
PBS(-) で洗浄した。RIPA buffer と Protein inhibitor で細胞を溶解し、20
分間氷冷後、15000 rpm、4℃で 10 分間遠心分離し、タンパクを抽出した。
タンパク濃度は Lowry 法（DC Protein assay）にて行った。抽出したタン
パクを 95℃で 5 分間熱し、12% gel SDS-PAGE 中で、100V、2 時間泳動
した。その後、サンドイッチ板を用いて、PVDF Membrane に 100V、1 時
間で転写した。Blocking buffer 中で 1 時間振透した後、抗体と反応させ、




 測定値は、平均値±標準偏差で表した。多重比較は Dunnett’s test により行
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